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Testiranje  biorazgradljivosti  filmov  na osnovi  hitozana z  dodanim kostanjevim 
ekstraktom v vodnem okolju
Povzetek: Kot embalažni material ima plastika številne prednosti, ampak zaradi njene 
slabe razgradljivosti v okolju se iščejo drugi alternativni materiali, ki bi imeli podobne 
lastnosti, brez negativnih posledic za okolje in ljudi. Eden izmed njih so tudi filmi na 
osnovi hitozana z dodanimi naravnimi ekstrakti, ki imajo dobre zaščitne, antioksidativne 
in antimikrobne lastnosti. Vendar je njihova usoda v okolju slabo raziskana. Zato smo v 
sklopu  magistrskega  dela  testirali  biorazgradljivost  teh  filmov  v  vodnem  okolju. 
Razgradljivost  filmov  smo  spremljali  tudi  na  podlagi  spremembe  v  vsebnosti 
polifenolov, spremembe v izgledu filmov in analize FT-IR. Rezultati so pokazali,  da 
filmi  na  osnovi  hitozana  v  vodnem  okolju  niso  biorazgradljivi,  vendar  se  zaradi 
delovanja mikroorganizmov vseeno kažejo spremembe v strukturi in izgledu filmov.
Ključne  besede: biopolimer,  biorazgradljivost,  film  na  osnovi  hitozana,  kostanjev 
ekstrakt, vodno okolje
Biodegradability testing of chitosan-based films with added chestnut extract in an 
aqueous environment
Abstract: As a packaging material,  plastic has many advantages, but due to its poor 
degradability  in  the  environment,  other  alternative  materials  with  similar  properties 
have  been  developed,  but  without  negative  consequences  for  the  environment  and 
people. One of them could be chitosan-based films with added natural extracts, which 
have good protective, antioxidant and antimicrobial properties. However, their fate in 
the natural environment is practically unknown. Therefore, the aim of the thesis was to 
evaluate biodegradability of these films in the aqueous environment. We monitored the 
degradability of films based on changes in total polyphenolic content, films structure, 
and  the  FT-IR  analysis.  The  results  showed  that  chitosan-based  films  are  not 
biodegradable in the aqueous environment, but some structural changes and appearance 
of the films due to the action of microorganisms occurred.









1.2.2 Biopolimeri iz hitina......................................................................................6
1.3 Ravnanje z biopolimernimi materiali po uporabi.................................................8
1.4 Biorazgradljivost biopolimernih materialov.........................................................9
1.4.1 Biorazgradnja v vodnem okolju....................................................................9
1.4.2 Lahka biorazgradljivost materiala...............................................................10
1.4.3 Mehanizem biorazgradnje hitozana.............................................................11
2 Namen dela in hipoteze...........................................................................................13
3 Eksperimentalno delo..............................................................................................15
3.1 Priprava filmov na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom...........15
3.2 Karakterizacija filmov........................................................................................16




3.2.5 Morfološke lastnosti filmov........................................................................18
3.2.6 KPK filmov, hitozana in kostanjevega ekstrakta........................................18
3.3 Testiranje biorazgradljivosti...............................................................................19
3.3.1 Respirometrična metoda..............................................................................19
3.3.2 Odprt sistem za testiranje biorazgradljivosti...............................................21
3.3.3 Simulacija biološke čistilne naprave...........................................................22
4 Rezultati in razprava...............................................................................................23
4.1 Karakterizacija filmov pred biorazgradnjo v vodnem okolju.............................23
4.1.1 Vsebnost vode in topnost v vodi.................................................................23
4.1.2 Vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti.......................................24
4.1.3 Antimikrobne lastnosti................................................................................26
4.2 Določanje biorazgradljivosti z respirometrično metodo....................................27
4.2.1 Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana.............................27
4.2.2 Testiranje biorazgradljivosti ekstrakta in hitozana......................................29
4.3 Določanje biorazgradljivosti v odprtem sistemu................................................30




4.4 Določanje biorazgradljivosti s simulacijo biološke čistilne naprave.................37




Slika 1: Globalna proizvodnja, uporaba in usoda polimernih smol, sintetičnih vlaken in 
dodatkov (1950-2015, v Mt).....................................................................................2
Slika 2: Življenjski cikel plastike......................................................................................3
Slika 3: Struktura hitozana................................................................................................7
Slika 4: Krivulja biorazgradnje.......................................................................................11
Slika 5: Mehanizem razpada hitozana.............................................................................12
Slika 6: Priprava hitozanovega filma z dodanim kostanjevim ekstraktom.....................16
Slika 7: Jasna in delno jasna cona inhibicije...................................................................17
Slika 8: Primer merilnega sistema OxiTop®....................................................................20
Slika 9: Odprt sistem za testiranje biorazgradljivosti......................................................21
Slika 10: Simulacija biološke čistilne naprave................................................................22
Slika 11: Vsebnost vode v filmih na osnovi hitozana.....................................................24
Slika 12: Topnost filmov na osnovi hitozana..................................................................24
Slika 13: Sprememba vsebnosti polifenolov v filmih na osnovi hitozana skozi čas.......25
Slika 14: Cone inhibicije filmov na osnovi hitozana na bakteriji E. coli in B. subtilis...27
Slika 15: Biorazgradnja filmov na osnovi hitozana........................................................28
Slika 16: Biorazgradnja kostanjevega ekstrakta in hitozana...........................................29
Slika  17:  Spreminjanje  oblike  vzorcev  med  testiranjem biorazgradljivosti  filmov  na 
osnovi hitozana s kostanjevim ekstraktom..............................................................31
Slika 18: Spreminjanje oblike vzorcev med abiotskim testom filmov na osnovi hitozana 
s kostanjevim ekstraktom........................................................................................32
Slika 19: Vzorci, posneti z optičnim mikroskopom........................................................33
Slika 20: Posnetki SEM: A in B vzorca CE 0,5 % ter C in D vzorca CE 1,0 % pred  
testiranjem biorazgradljivosti in med njim..............................................................33
Slika 21: Vsebnost vode med testiranjem biorazgradljivosti in abiotskim testom (A – 
test z aktivnim blatom, B – abiotski test)................................................................34
Slika  22:  Vsebnost  polifenolov  med  testiranjem  biorazgradljivosti  (A)  in  abiotskim 
testom (B)................................................................................................................35
Slika 23: FT-IR spektra filma na osnovi hitozana...........................................................36
Slika 24: FT-IR spektri filma z dodanim kostanjevim ekstraktom.................................37
Slika 25: Spreminjanje oblike vzorcev med simulacijo biološke čistilne napreve.........38
Kazalo tabel
Tabela 1: Količina odpadnega materiala v oceanih do leta 2009......................................4
Tabela 2: Antioksidativna aktivnost filmov iz hitozana in z dodanim ekstraktom.........25
Tabela 3: Velikost con inhibicije za bakteriji in kvasovke..............................................26
Seznam uporabljenih kratic in simbolov
ATU aliltiosečnina (angl. allylthiourea)
BČN biološka čistilna naprava
BPK biokemijska potreba po kisiku
CE film na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom
CH film na osnovi hitozana
DD stopnja deacetilacije (angl. deacetylation degree)
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
FAS standardna raztopina železovega amonijevega sulfata
FC Folin-Ciocalteu
FT-IR Fourerova Transformirana IR-spektroskopija
GAE galna kislina
KPK kemijska potreba po kisiku
LB Luria-Bertani







SEM vrstični elektronski mikroskop
TOC celotni organski ogljik
YEPD Yest Extract Preoteose Dextrone

Tina Ročnik: Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom v 
vodnem okolju
1 Pregled literature
Srečujemo se z mnogimi okoljskimi problemi – globalnim segrevanjem in klimatskimi 
spremembami, kopičenjem odpadkov v naravi in vodnih ekosistemih. K temu velik del 
prispeva plastika oziroma plastična embalaža za enkratno uporabo, ki zelo hitro postane 
odpadek.  Kljub  temu,  da  ima  sintetična  plastika  veliko  prednosti,  predstavlja  resno 
okoljsko breme zaradi njenih fizikalno-kemijskih lastnosti in dolgotrajne razgradljivosti 
v okolju [1, 2].
Zavedanje o okoljskih in klimatskih sprememba je privedlo do številnih raziskav, ki se 
usmerjajo k iskanju alternativnih materialov, kateri bi nadomestili plastično embalažo. 
Materiali so osnovani na biopolimerih, med katerimi je tudi hitozan – derivat hitina, ki 
se nahaja v lupinah rakov. Uporaba hitozana in filmov na osnovi hitozana je ena izmed 
možnih rešitev problematike nerazgradljive plastične embalaže za enkratno uporabo [2].
1.1 Plastika
Svet  brez  plastike  ali  sintetičnih  organskih  polimerov  se  danes  zdi  nepredstavljiv, 
čeprav  njihova  obsežna  proizvodnja  in  uporaba  segata  šele  v  leto  1950.  Številne 
prednosti materiala, kot so trajnost, fleksibilnost in cenovna ugodnost, so privedle do 
nepogrešljivosti plastike v vsakdanjem življenju, zato se jo distribuira po vsem svetu. 
Ocenjujejo, da je bilo do danes proizvedenih več kot 8300 milijonov ton (Mt) plastike. 
Do leta 2015 je nastalo približno 6300 Mt plastičnih odpadkov, od tega je bilo približno 
9  odstotkov  recikliranih,  12  odstotkov  sežganih  in  79  odstotkov  nabranih  na 
odlagališčih ali naravnem okolju (Slika 1). Če se bodo trenutni trendi proizvodnje in 
ravnanja z odpadki nadaljevali, predpostavljajo, da bo do leta 2050 na odlagališčih ali v 
naravnem okolju približno 12.000 Mt plastičnih odpadkov [3, 4]. 
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Slika 1: Globalna proizvodnja, uporaba in usoda polimernih smol, sintetičnih vlaken in 
dodatkov (1950-2015, v Mt) [3]
Večina monomerov, ki se uporabljajo za izdelavo plastike, kot sta etilen in propilen, 
izvira  iz  fosilnih  virov.  Nobena  od  pogosto  uporabljene  plastike  ni  biološko 
razgradljiva,  hkrati  trenutna  uporaba  in  odstranjevanje  plastike  povzročata  znatno 
onesnaževanje kopenskih in vodnih ekosistemov, kar povzroča,  da se ta v naravnem 
okolju kopiči. Plastični odpadki so bili najdeni v vseh oceanih, pri čemer je približno 4 
do 12 Mt plastičnih odpadkov, nastalih na kopnem, vstopilo v morsko okolje samo v 
letu 2010 [5]. Skupno ocenjujejo,  da že več kot 250 Mt plastike plava v morju, kar 
negativno vpliva  na organizme v okolju [6].  Prav tako je  široka uporaba plastike  v 
kmetijstvu ključen vir degradacije tal in prisotnosti mikroplastike v tleh [3]. 
Plastika je izključno antropogenega izvora, zato bi za učinkovito rešitev problematike 
pri  sprejemanju  okolju  prijaznejših  strategij  morale  sodelovati  različne  družbene 
skupine – od potrošnika do proizvajalca – ter politika.  V preteklih letih so se začeli 
razvijati številni tehnični pristopi za zmanjševanje vpliva plastike na okolje, kot so na 
primer razvoj in proizvodnja biorazgradljive plastike ter ustrezni postopki recikliranja. 
Kljub temu se pojavljajo pomisleki o njihovi učinkovitosti,  zlasti, ali bodo ti pristopi 
celovito in v potrebnem času rešili problem uporabe plastike ter kako bodo potrošniki 
osebnostno naravnani do zavedanja o onesnaženosti okolja s plastiko. Tako je določena 
strategija  (npr.  recikliranje)  na  prvi  pogled  lahko  videti  učinkovita  rešitev,  toda 
dolgotrajno lahko privede do sprememb v vedenju ljudi – tudi do povečane porabe vira 
zaradi prepričanja, da je recikliranje rešitev problema [6]. 
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1.1.1 Življenjski cikel plastike
Ključno orodje za merjenje presoje vpliva izdelka na okolje je ocena življenjskega cikla 
(Life Cycle Assessment – LCA). Z LCA je mogoče upoštevati  vse vplive na okolje, 
povezane z  izdelkom,  zajemajo  vse faze  v življenjski  dobi  izdelka,  od pridobivanja 
virov do odlaganja odpadkov (Slika 2). Za razumevanje življenjskega cikla plastičnih 
izdelkov je pomembno razumeti, da niso vsi plastični izdelki enaki in nimajo vsi enake 
življenjske dobe. Nekateri plastični produkti imajo življenjsko dobo manj kot eno leto, 
drugi več kot 15 let, nekateri pa tudi 50 let ali celo več. Tako imajo različni plastični 
produkti od proizvodnje do odpadkov različne življenjske cikle, zato se količina zbranih 
odpadkov  enega  leta  večinoma  ne  more  ujemati  s  količino  proizvodnje  ali  porabe 
plastike [1]. 
Slika 2: Življenjski cikel plastike
1.1.2 Plastična embalaža
Plastika je od svojega komercialnega razvoja v prvi polovici 20. stoletja postajala na 
trgu vse bolj prevladujoča. Največji tržni sektor za plastiko je embalaža, torej material 
za enkratno uporabo [5]. Prednost plastike kot embalažnega materiala temelji na njenih 
funkcionalnih lastnosti.  Številne študije so pokazale,  da ji  potrošniki dajejo prednost 
zaradi praktičnosti, nizke teže, preglednosti, odpornosti, možnosti ponovne uporabe ter 
higienskih in zaščitnih lastnosti.  Embalaža mora hkrati izpolnjevati  številne funkcije, 
kot so zaščita izdelka pred zunanjim okoljem, razkrivanje lastnosti izdelka, ohranjanje 
svežine in podaljševanje roka uporabe izdelka [6]. 
3
Tina Ročnik: Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom v 
vodnem okolju
1.1.2.1 Plastična embalaža v okolju
Največ  plastičnih  odpadkov  je  najdenih  v  morjih  in  oceanih,  ki  postajajo  končno 
''odlagališče''  vseh odpadkov. Ti  prihajajo  iz  rek,  s  kopnega ali  jih  ljudje  namensko 
zavržejo  v  morje.  Natančneje  pojem  ''morska  naplavina''  vključuje  kakršne  koli 
antropogene,  proizvedene ali  predelane trdne snovi (ne glede na velikost),  odvržene, 
odstranjene ali zapuščene v okolje, vključno z vsemi materiali, odvrženimi v morje, na 
obalo  ali  prinesene  posredno do morja  po  rekah,  z  odplakami  ali  vetrovi.  Program 
Združenih narodov za okolje poroča, da se približno 70 odstotkov morskih odpadkov, 
kot  so  steklo,  kovine  in  vse  vrste  morske  opreme  ter  drugih  odpadkov,  potopi  na 
oceansko dno. Plastika in plastična embalaža v vodi plavata in lebdita. Odporni sta proti 
razgradnji in lahko dolgo (tudi po več desetletij) vztrajata v morskem okolju. V tabeli 1 
je  predstavljena  ocena  količine  najpogosteje  pojavljenega  odpadnega  materiala, 
nabranega v oceanih in na obali do leta 2009 [7]. 
Tabela 1: Količina odpadnega materiala v oceanih do leta 2009
Odpadni material Količina odpadnega 
materiala
Odstotek
Cigaretni ogorki 25.407.457 24,6
Papirnate in plastične 
vrečke
9.711.238 9,4
Pokrovi (-čki) 9.398.977 9,1
Živilska folija, embalaža 9.191.575 8,9
Plastični lončki, krožniki 
in pribor
7.426.964 7,2
Plastenke (< 2 litra) 5.684.718 5,5
Steklenice 4.991.860 4,8





Plastika v oceanih povzroča številne težave. Prisotnost plastike vpliva na raznovrstnost 
in  funkcije  ekosistemov.  Pomembno vpliva na občutljive  ekosisteme,  kot  so koralni 
grebeni. Poleg tega ima tudi gospodarske vplive, na primer na ribolov in turizem [4]. 
1.2 Biopolimerni materiali
Biopolimeri so naravni polimeri, katerih struktura je sestavljena iz monomernih enot, ki 
so med seboj kovalentno povezane [8]. Biopolimeri se delijo na različne skupine zaradi 
njihovega  splošnega  pojavljanja  in  številčnosti:  (i)  polinukleotidi,  (ii) 
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polipeptidi/aminokisline  in  (iii)  polisaharidi.  Polinukleotidi  (DNA in RNA) so dolgi 
polimeri,  sestavljeni  iz  13  ali  več  nukleotidnih  monomerov.  Polipeptidi  so  kratki 
polimeri,  sestavljeni  iz  aminokislin  kot  monomernih  enot,  amidne  vezi  pa  skupaj 
povezujejo  monomerne  enote.  Polisaharidi  so  sestavljeni  iz  monomernih  sladkorjev, 
povezanih  z  O-glikozidnimi  vezmi.  Najpomembnejši  predstavniki  biopolimernih 
polisaharidov so celuloza, škrob, hitin in hitozan [9]. 
Biopolimere  in  njihovo  možno  uporabo  v  industriji  so  prvič  predstavili  v  poznih 
osemdesetih in v začetku devetdesetih let prejšnjega stoletja; to so naravni polimerni 
materiali,  ki  so  temeljili  predvsem  na  škrobu  in  polihidroksialkanoatih  (PHA), 
proizvedeni s fermentacijo.  Biološko razgradljivi  biopolimeri  prve generacije  se niso 
uspešno  uveljavili  na  trgu  zlasti  zaradi  še  vedno  nedoločljivih  lastnosti  materiala, 
neugodnih političnih in ekonomskih razmer, pa tudi zaradi pomanjkanja politične volje 
za  vpeljavo  v  industrijo  [10,  11].  V  zadnjih  letih  so  izboljšani  biopolimeri  druge 
generacije (trenutno na trgu) v lastnostih obdelave in uporabe v veliki meri primerljivi z 
običajno  plastiko  ter  vse  bolj  konkurenčni  v  določenih  aplikacijah,  na  primer  kot 
embalažni  materiali.  Trenutna  problematika  teh  materialov  je  predvsem  še  vedno 
majhen obseg proizvodnje [10]. 
Biopolimerni materiali imajo lastnosti, primerne za različne industrijske in medicinske 
namene. Zanimanje in naraščajoči trend uporabe biopolimerov kot proizvodnih izdelkov 
izhaja  iz  njihove  obnovljivosti,  biorazgradljivosti  in  biokompatibilnosti.  Čeprav  je 
tradicionalna plastika (polimerni  produkti  na osnovi nafte)  še vedno nepogrešljiva  v 
našem vsakdanjem življenju, se pojavlja vse več zaskrbljenosti zaradi njenih negativnih 
vplivov, saj je nerazgradljiva in se posledično kopiči v okolju. Kljub temu pa je strošek 
proizvodnje  biopolimerov  in  proizvodov  na  osnovi  biopolimerov  najpomembnejši 
dejavnik, če želijo na trgu konkurirati sintetičnim polimerom na naftni osnovi [9]. 
1.2.1 Uporaba biopolimerov
Biopolimeri imajo široko paleto uporabe v prehrambeni in farmacevtski industriji ter 
medicini,  hkrati  se je njihova uporaba razširila  tudi na druge industrijske panoge, in 
sicer za vrtanje naftnih vrtin, v papirno industrijo, za eksplozive, fotografijo, tekstil itd. 
Ena  od  možnih  aplikacij  biopolimerov  na  področju  medicine  je  transport  zdravil  s 
počasnim  sproščanjem  v  telesu,  za  sintetične  tkanine  in  medicinske  vsadke.  Pri 
funkcionalni  obdelavi  tekstila  je  možno  uporabiti  biopolimere  kot  stabilizatorje  za 
formiranje  nanodelcev,  ki  prispevajo  k  zaviranju  gorenja,  vodoodpornosti  in 
samočiščenju tekstila [12, 13, 14]. 
Velik potencial imajo biopolimeri pri pripravi embalaže. Tako kot plastična embalaža 
mora  embalaža  na  biopolimerni  osnovi  zagotavljati  zaščito  hrane  pred  zunanjimi 
dejavniki, kot so temperatura, svetloba in vlaga, ki lahko vodijo do njihove razgradnje. 
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Embalaža  zaščiti  tudi  njeno  vsebino  pred  drugimi  okoljskimi  vplivi,  kot  so  vonj, 
mikroorganizmi, udarci, prah, vibracije in tlačne sile [15, 16]. 
Najnovejši trend pri razvoju embalaže iz biopolimerov je priprava aktivne embalaže. To 
pomeni,  da  so  bile  v  embalažni  material  vključene  komponente,  ki  izboljšujejo 
embalažni  sistem [16],  kar  je  zelo pomembno predvsem za preprečevanje  mikrobne 
kontaminacije. Konvencionalna rešitev bi bil dodatek antimikrobnih snovi neposredno v 
prehrambne  izdelke,  vendar  bi  to  lahko  vodilo  k  zmanjšanju  učinkovitosti  aktivnih 
snovi in spremembi organoleptičnih lastnosti hrane. Po drugi strani se je pokazalo, da 
uporaba  antimikrobnih  filmov  lahko  reši  problem,  hkrati  pa  ohranja  kakovost  in 
podaljša rok uporabe različnih živil. Večanje kakovosti prehrambnih izdelkov se doseže 
z  zaviranjem  ciljnih  mikroorganizmov.  Poleg  kemijskih  učinkovin  je  v  embalažni 
material mogoče vključiti široko paleto naravnih antimikrobnih sestavin (eterična olja, 
rastlinske  izvlečke,  encime,  bakteriocine  in  probiotike),  da  se  poveča  njihovo 
antimikrobno  delovanje.  Tudi  antioksidativna  zaščita  hitro  pokvarljivih  živil  igra 
ključno vlogo, zato je izboljšanje antioksidativne lastnosti filmov po vgradnji naravnih 
snovi prav tako izrednega pomena [2, 15, 17]. 
1.2.2 Biopolimeri iz hitina
Drugi  najpogostejši  biopolimer,  ki  ga  najdemo  v  naravi  (po  celulozi),  je  hitin  kot 
sestavni del mnogih organizmov, od gliv do rakov in alg. Velik potencial v industriji 
ima hitozan, ki je iz hitina pridobljen kopolimer enot d-glukozamina in se komercialno 
pridobiva iz lupin rakovine z alkalno deacetilacijo [8]. Gre za najpomembnejši delno 
deacetiliran  derivat  hitina  s  stopnjo  acetilacije  <  60  %.  Deacetilacijo  hitina  lahko 
izvedejo na dva načina: (i) s kemijsko hidrolizo v močnih alkalnih pogojih ali  (ii) z 
encimsko  hidrolizo  s  pomočjo  encimov,  kot  je  hitin  deacetilaza  [18].  Med 
deacetiliranjem  odstranijo  acetilne  skupine,  vendar  pride  tudi  do  reakcije 
depolimerizacije, kar se kaže v spremembah molekulske mase hitozana [19]. Hitozan 
ima  togo  kristalno  strukturo  zaradi  vodikovih  vezi,  ki  nastanejo  med-  in 
znotrajmolekularno zaradi aminskih in hidroksilnih skupin (Slika 3) [18]. Topen je v 
šibkih kislih raztopinah (vodne raztopine s pH < 6,5). Raztopi se v klorovodikovi kislini 
in vodnih organskih kislinah,  kot so mravljinčna,  ocetna,  oksalna in mlečna kislina. 
Protoniranje prostega glukozamina v kislem stanju olajša topnost hitozana [9].
Hitozan je relativno netoksičen in poceni polisaharid, ki ima reaktivne amino skupine in 
ima  zaradi  svojih  številnih  pozitivnih  lastnosti  širok  tržni  pomen.  Zaradi  porozne 
strukture in  lastnosti  raztopine  za  tvorjenje  gela,  biokompatibilnosti,  antimikrobnega 
delovanja, biorazgradljivosti, enostavne kemijske modifikacije in visoke afinitete do in 
vivo makromolekul,  hitozan  in  njegove  derivate  uporabljajo  oziroma  vpeljujejo  v 
različne industrijske panoge. Veliko pozornosti namenjajo njihovim aplikacijam, zlasti 
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na  področju  biomedicine,  prehrane,  biotehnologije  in  farmacije,  med  njimi  tudi  za 
tkivne tehnike [8, 19].
Slika 3: Struktura hitozana
Ena  od  ključnih  lastnosti  pri  uporabi  hitozana  kot  embalažnega  materiala  je,  da  z 
dodatki  plastifikatorjev  tvori  film [19].  Njegove antimikrobne  lastnosti  predstavljajo 
tudi zelo velik plus pri pripravi aktivne embalaže.
Najbolje  sprejeta  hipoteza  njegove  antimikrobne  aktivnosti  temelji  na  prisotnosti 
pozitivno nabitih  aminokislin  (NH3+)  glukozamina,  ki  bi  lahko reagirale  z  negativno 
nabitimi  molekulami  na  površini  mikrobnih  celic.  Takšne  elektrostatične  interakcije 
povzročijo  obsežne  spremembe  na  celični  površini  in  uhajanje  znotrajceličnih 
komponent  ali  zaviranje  prodiranja  hranil  v celico,  kar  sčasoma vodi  v smrt  celice. 
Amino skupine delujejo bodisi z lipopolisaharidi na celični površini gram-negativnih 
bakterij bodisi s teihojsko kislino na celični površini gram-pozitivnih bakterij. Ključni 
dejavniki, ki vplivajo na antimikrobno delovanje hitozana, so okoljski dejavniki (pH, 
temperatura),  mikrobni  faktorji  (vrsta  mikroorganizma,  faza  rasti  celic)  ter  lastnosti 
hitozana  (molekulska  masa,  stopnja  deacetilacije,  oblika  derivata,  koncentracija  itd.) 
[20, 21].
Kljub  dejstvu,  da  imajo  hitozan  in  filmi  na  osnovi  hitozana  antimikrobno  in 
antioksidativno delovanje, se lahko v filme vključi tudi različne antioksidantne snovi, da 
bi te lastnosti še izboljšali [17], saj je oksidacija velik problem, ki vpliva na kakovost 
hrane  [22,  23].  Antioksidanti  so  sintetične  ali  naravne  snovi,  ki  se  uporabljajo  za 
zaviranje procesa propadanja,  ranljivosti  in razbarvanja hrane pri možni oksidaciji,  s 
čimer zagotavljajo ohranjanje kakovosti. Naravni antioksidanti (polifenoli in vitamini) 
imajo veliko prednost pred sintetičnimi zaradi možnih škodljivih učinkov slednjih na 
človeka [23]. Tanini so polifenolne snovi, ki jih je mogoče z vodo izvleči iz skoraj vseh 
rastlin. Te snovi so v rastlinskem svetu zelo razširjene, saj imajo pomembno vlogo pri 
zaščiti  pred  biološkimi  napadi  in  prostimi  radikali  [24].  Zaradi  visoke  vsebnosti 
fenolnih spojin so sadje (grozdje, granatna jabolka, robide, pasijonka, oreščki, itd. ) in 
rastline (črni in zeleni čaji, timijan, bazilika, rožmarin, itd.) prepoznane kot odlični viri 
bioaktivnih spojin, ki so sposobni stabilizirati proste radikale [23].
Filmi  na  osnovi  hitozana  v embalažni  aplikaciji  kažejo  odpornost  tudi  proti  difuziji 
maščob  in  selektivni  prepustnost  plinov.  Toda  negativna  lastnost  pri  tej  uporabi  je 
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njihova  nizka  odpornost  na  prenos  vode  in  vodne  pare  zaradi  močno  hidrofilnega 
značaja.  Zaradi  tega  so  možni  pristopi  za  pripravo  bioaktivnih  prevlek  na  osnovi 
hitozana mešanje polimerov ali uporaba biokompozitov in večplastnih sistemov [25].
1.3 Ravnanje z biopolimernimi materiali po uporabi
Od trajnostnih produktov in embalaže na osnovi biopolimerov pričakujemo, da bodo 
narejeni iz obnovljivih virov ali odpadnih materialov, da jih bo možno reciklirati in/ali 
bodo biorazgradljivi.
Recikliranje je pogost način ravnanja s konvencialno plastiko, in kadar je recikliranje 
stroškovno  učinkovito,  so  industrijski  postopki  recikliranja  plastike  že  dobro 
uveljavljeni in jih večinoma vzpodbuja industrija. Vendar je uvajanje ''zelene'' plastike 
na  trg  sprožilo  številna  vprašanja.  Pomembno  vprašanje  se  nanaša  na  morebitno 
tveganje  kontaminacije  zbrane  običajne  plastike.  Poleg  tega  se  ob  morebitni 
kontaminaciji pojavljajo pomisleki glede stroškov ločevanja, izgube surovine in vpliva 
na njeno kakovost ter predelavo recikliranih materialov [26].
Raziskave o recikliranju biomaterialov, zlasti biopolimerov in biokompozitov, so še v 
začetni  fazi  in  ni  podatkov,  kako  različni  dejavniki  vplivajo  na  učinkovitost, 
ekonomičnost  in  trajnost  recikliranih  biopolimerov [26].  Študija  iz  leta  2012 ponuja 
vpogled v vpliv biopolimerov na zdravje ljudi in okolje. Analiza je pokazala, da nobena 
plastika na bioosnovi, ki je trenutno v komercialni uporabi ali v razvoju, ni popolnoma 
trajnostna [27].
Druga možnost ravnanja z odpadnimi biopolimeri je biološka razgradnja. Vendar tudi 
biorazgradnja ni univerzalna rešitev, ker niso vsi tipi plastike na osnovi biopolimerov 
biološko razgradljivi. Razgradnja polimlečne kisline, na primer, poteka s hidrolizo, po 
kateri lahko oligomere presnavljajo mikroorganizmi. Za industrijsko kompostiranje je 
potrebna hidroliza dva tedna pri temperaturi nad 58 °C, medtem ko je v vodnem okolju 
razgradnja slaba, lahko bi celo, kot plastika iz fosilnih virov, razpadla na mikrodelce 
[28, 29].
Pri proizvodnji biorazgradljive embalaže je potrebno tudi dodati kemikalije, aditive in 
stabilizatorje za izboljšanje lastnosti in življenjske dobe materiala. Ti dodatki vplivajo 
na  biorazgradljivost,  torej  ni  nujno,  da  bodo  biopolimeri  razgradljivi,  čeprav  so  iz 
naravnih  virov.  Prav  tako  se  pojavljajo  pomisleki  o  biorazgradljivosti  pri 
nanomaterialih,  ki  jih  sestavljajo  nanokompoziti  na  biološki  osnovi.  Na  splošno  je 
potrebno oceniti uspešnost takšnih inovacij in ovrednotiti njihove lastnosti in dejansko 
biorazgradljivost, preden se začnejo masovno proizvajati in uporabljati [30].
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1.4 Biorazgradljivost biopolimernih materialov
Pojem  ''biorazgradljiva  plastika''  vključuje  široko  skupino  naravnih  in  sintetičnih 
polimernih materialov,  ki so pod vplivom okoljskih dejavnikov podvrženi kemijskim 
spremembam.  Kemijski  spremembi  mora  slediti  popolna  mikrobna  asimilacija 
produktov razgradnje do ogljikovega dioksida in vode.
Številni  biopolimeri,  za  katere  se  domneva,  da  so  biorazgradljivi,  so  v  resnici 
bioerodirani,  hidrobiorazgradljivi,  fotorazgradljivi  ali  le  delno  biorazgradljivi  [31]. 
Biorazgradnja  biopolimerov  obsega  tri  pomembne  korake:  (i)  biodeterioracija,  ki  je 
sprememba  mehanskih,  kemijskih  in  fizikalnih  lastnosti  biopolimera  zaradi  rasti 
mikroorganizmov na površini biopolimerov ali znotraj njih, (ii) biofragmentacija, ki je 
pretvorba biopolimerov v oligomere in monomere z delovanjem mikroorganizmov in 
(iii) asimilacija (mineralizacija), pri kateri se mikroorganizmi oskrbijo s potrebnimi viri 
ogljika,  energije  in  hranil  iz  fragmentacije  biopolimerov  in  ogljik  iz  biopolimerov 
pretvorijo  v ogljikov dioksid, vodo in biomaso. Pomembni dejavniki,  ki  vplivajo na 
biološko  razgradnjo  biopolimerov  v  okolju,  so  kemijska  zgradba,  polimerna  veriga, 
kristaliničnost in kompleksnost polimerne strukture. Na splošno so biopolimeri s krajšo 
verigo, bolj amorfnim delom in manj zapleteno strukturo dovzetnejši za biorazgradnjo 
[32].
Razgradnja biopolimerov je odvisna tudi od okolja, ki mu je bil material izpostavljen v 
času njegove življenjske dobe, in od okolja, v katerem se je material pojavil po uporabi. 
Kinetika razgradnje biopolimerov je odvisna od tega, ali je biorazgradljiv biopolimer v 
okolju z visoko ali nizko vlago, ali je na odlagališču, v kompostu, v kanalizaciji, sladki 
ali  morski  vodi.  Glede  na  naravo  okolja  obstaja  razmeroma  učinkovitejši  ali  manj 
učinkovit mehanizem, s katerim pride do biorazgradnje. Na aktivnost mikroorganizmov 
vplivajo okoljski dejavniki, kot so temperatura, vlaga, nutrienti, koncentracija kisika in 
prisotnost strupenih snovi.  Dejavniki,  ki se nanašajo na mikroorganizme, vključujejo 
njihovo koncentracijo, ne glede na to, ali imajo encime, za katere je polimer substrat, ali 
ne, koncentracijo encimov in prisotnost plenilcev. Če je kateri od zahtevanih elementov 
odsoten ali če je prisoten na ravni, ki pade pod kritični prag, se lahko biorazgradnja ne 
le upočasni, ampak v celoti ustavi, dokler se ponovno ne pojavijo ustrezni pogoji [31].
Biorazgradnja  in  asimilacija  biopolimerov  morata  biti  popolni  in  dovolj  hitri,  da  se 
prepreči kopičenje materialov v okolju [31, 32].
1.4.1 Biorazgradnja v vodnem okolju
Biorazgradnja  biopolimerov  v  vodnem  okolju  je  zelo  slabo  raziskana.  Vendar  so 
nekatere raziskave preučevale razgradnjo različnih tipov biopolimerov v morski vodi. 
Ugotovili  so,  da lahko imajo  različne morske vode,  temperatura  in globine bistveno 
vlogo pri biološki razgradnji. Razgradnjo biopolimerov PCL, PBS in PHB so testirali v 
treh različnih vrstah morske vode z merjenjem sprememb mehanskih lastnosti materiala. 
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Rezultati so pokazali, da se trdnost biopolimerov spreminja v različnih okoljih morske 
vode, kar so pripisali različnim mikroorganizmom in posledično biorazgradnji [33].
Drug pomemben parameter, ki lahko vpliva na stopnjo biorazgradnje v vodi, je oblika 
biopolimera.  V  drugi  študiji  so  pokazali,  da  se  PHA  filmi  zaradi  večje  površine 
razgradijo hitreje kot PHA peleti. Večja medfazna površina biopolimer/voda tudi olajša 
pritrditev mikroorganizmov na površino biopolimera [34].
Obstaja  več  metod  za  določanje  biorazgradljivosti  snovi  v  vodnem  okolju, 
najprimernejše  in  najenostavnejše  so  respirometrične  metode.  Pri  teh  metodah  se 
zaznava  spremembo  tlaka  v  zaprtem  sistemu  kot  posledico  biološke  razgradnje  v 
odvisnosti  od  časa  [35].  Mednarodni  standard  ISO  9408  navaja  metodo  za  oceno 
največje biorazgradljivosti organskih snovi in odpadnih voda v vodnem mediju preko 
potrebe  po  kisiku  v  zaprtem  respirometru  z  določeno  koncentracijo  aerobnih 
mikroorganizmov. Metoda se lahko uporablja za organske snovi, ki so v danih pogojih 
topne v vodi, snovi, slabo topne v vodi, vendar so morda potrebni dodatni ukrepi za 
doseganje  dobre disperzije  snovi (ISO 10634),  snovi,  ki  ne reagirajo  z absorbentom 
ogljikovega dioksida, ter snovi, ki so hlapljive in pri katerih snov ne zavira aerobnih 
mikroorganizmov  pri  koncentraciji  izbrani  za  test.  Prisotnost  zaviralnih  učinkov  je 
mogoče določiti z uporabo katere koli metode za določanje inhibitornega učinka snovi 
na mikroorganizme (ISO 8192) [36]. Vir mikroorganizmov v teh testih je najpogosteje 
aktivno blato iz bioloških čistilnih naprav komunalnih odpadnih vod. Aktivno blato ima 
veliko biološko diverziteto in vsebuje različne viruse, bakterije, protozoje, glive, alge in 
metazoje.  V  tem  kompleksnem  ekosistemu  bakterije  običajno  predstavljajo  95 
odstotkov  celotnega  števila  mikroorganizmov  in  igrajo  ključno  vlogo  pri  čiščenju 
odpadnih vod [37].
1.4.2 Lahka biorazgradljivost materiala
Testi  biorazgradljivosti  se  uporabljajo  za  napovedovanje  biorazgradljivosti  snovi  v 
naravnem ali tehničnem okolju. Cilj vsake metode je simulirati takšno okolje [36]. Pri 
testiranju lahke biorazgradljivosti se simulira biorazgradnjo snovi pri običajnih pogojih 
v  vodnem  okolju.  Pogosto  se  uporabljajo  metode,  ki  sledijo  spremembam  tlaka  v 
zaprtem sistemu. Pri tem se določi, ali se bo snov v naravi biološko razgradila ali ne. O 
lahko biorazgradljivih snoveh lahko govorimo, kadar je izmerjena biorazgradnja dovolj 
obširna in intenzivna [35].
Biorazgradnja  snovi  se  prikaže  v  obliki  krivulje  biorazgradnje  (Slika  4).  Potek 
biorazgradnje se opiše z naslednjimi faktorji:
- zakasnitveni  čas  –  lag  faza  (tL):  čas,  ko  biorazgradnja  doseže  10  odstotkov 
teoretične vrednosti,
- čas razgradnje (tW): čas od konca lag faze do dosežene 90-odstotne maksimalne 
stopnje biorazgradnje,
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- maksimalna  stopnja  razgradnje:  dosežen  odstotek  biorazgradnje  materiala  ob 
koncu testa [35].
Slika 4: Krivulja biorazgradnje
Pri  respirometričnih  metodah  teoretično  maksimalna  stopnja  biorazgradnje  ne  more 
doseči 100 odstotkov. Namreč del ogljika iz substratnega materiala se vgradi v aktivno 
biomaso in se ne razgradi tudi po propadu celic. Popolno mineralizacijo snovi se lahko 
predpostavi že pri 95-odstotni biorazgradnji [35].
1.4.3 Mehanizem biorazgradnje hitozana
Pri razlagi  biorazgradnje  hitozana je  pomembno vedeti,  da hitozan ni  le polimer,  ki 
vsebuje amino skupine, ampak tudi polisaharid in tako vsebuje lomljive glikozidne vezi. 
Razgradnja hitozana vodi do nastanka oligo- in monosaharidov [18].
V  prejšnjih  študijah  so  opazili,  da  obstaja  povezava  med  hitrostjo  razgradnje  in 
molekularno maso, stopnjo deacetilacije (DD) in porazdelitvijo ostankov N-acetil  D-
glukozamina [38, 40]. Razmerje med biorazgradnjo hitozana in DD je odvisno tudi od 
kristaliničnosti,  pri  čemer  je  hitozan  semikristaliničen  polimer.  Kristaliničnost  je 
največja pri 0 (oblika hitina) ali 100 odstotkih DD (popolnoma deacetiliran hitozan), pri 
vmesnem DD pa se zmanjša. Stopnja biološke razgradnje narašča, ko se kristaliničnost 
zmanjša, in to se zgodi blizu 60 odstotkov DD hitozana. Acetilni ostanki, porazdeljeni 
po verigi hitozana, vplivajo na njegovo kristaliničnost in posledično na stopnjo biološke 
razgradnje.  Manjše verige hitozana se učinkoviteje  biološko razgradijo kot hitozan z 
višjo molekulsko maso [18].
Hitin in hitozan sta razgradljiva tudi s pomočjo različnih encimov, ki  so jih  našli  v 
glivah, bakterijah, algah, mesojedih rastlinah in v prebavnem traktu višje razvitih živali 
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[39, 40]. Encimi, sposobni razgrajevanja hitina in hitozana, so hitinaze in hitozanaze. 
Prav tako je tudi njihova učinkovitost odvisna od stopnje deacetilacije hitozana [40].
Slika  5  prikazuje  možen  mehanizem  biorazgradnje  hitozana.  Običajno  se  začne  s 
cepljenjem  β-1,4-glikozidnih vezi, torej z depolimerizacijo polimerne verige hitozana. 
Razgradnja hitina oziroma hitozana običajno poteka v treh korakih, in sicer s cepljenjem 
netopnega polimera v vodotopne oligomere, delitev in cepljenje oligomerov v dimere do 
končnih monomerov [40]. Pri depolimerizaciji oziroma razgradnji lahko pride tudi do 
cepljenja ostalih skupin, kot so amino, karbonilne, amido in hidroksilne skupine, kar pa 
je odsvino od fizikalnih pogojev in aktivnosti encimov [41].
Slika 5: Mehanizem razpada hitozana
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2 Namen dela in hipoteze
V zadnjem času se različni biopolimeri veliko več uporabljajo za pripravo alternativne 
embalaže. Ta embalaža ima zelo kratko življenjsko dobo in zaželeno je, da je po uporabi 
dobro  biorazgradljiva.  Čeprav  se  embalaža  na  osnovi  biopolimerov  že  pogosto 
uporablja, sta njena biorazgradljivost in usoda v okolju še vedno zelo slabo raziskana. 
Namen magistrskega dela je bil ovrednotiti biorazgradljivost filmov na osnovi hitozana 
z  dodanim kostanjevim ekstraktom v vodnem okolju.  Spremljali  smo biorazgradnjo 
filmov pri običajnih pogojih v vodnem okolju ter spremembo njihovih lastnosti med 
poskusom. 
Delovni hipotezi sta bili:
 Filmi na osnovi hitozana so v vodnem okolju razgradljivi.
 Vsebnost naravnega ekstrakta upočasnjuje oziroma zavira biorazgradnjo filma v 
vodnem okolju.
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3 Eksperimentalno delo
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo testirali biorazgradljivost filmov na 
osnovi  hitozana  z  dodanim  kostanjevim  ekstraktom  z  metodo  določitve  lahke 
biorazgradljivosti v vodnem okolju z merjenjem porabe kisika v zaprtem respirometru, z 
odprtim sistemom ter  s  simulacijo  razgradnje  v biološki  čistilni  napravi.  Želeli  smo 
določiti,  ali se filmi pri naravnih okoljskih pogojih razgrajujejo.  Eksperimenti so bili 
izvedeni dvakrat in v dveh paralelkah.
Hitozan  smo  za  pripravo  filmov  raztopili  v  vodni  raztopini  mlečne  kisline. 
Raztopljenemu  hitozanu  smo  dodali  naravni  kostanjev  ekstrakt  v  različnih 
koncentracijah.  Z  višanjem koncentracije  kostanjevega  ekstrakta  so  se  filmu  znatno 
izboljšale njegove fizikalno-kemijske in mehanske lastnosti, kar je zelo pomembno pri 
embalažnih materialih.
Filmom na osnovi  hitozana  smo določili  vsebnost  vode in  topnost  v vodi,  vsebnost 
polifenolov,  antioksidativne  in  antimikrobne  lastnosti.  Prav  tako smo posneli  FT-IR 
spektre  in  slikovno  prikazali  biorazgradnjo  z  optičnim  in  vrstičnim  elektronskim 
mikroskopom. Karakterizacijo  smo opravili  pred testiranjem biorazgradljivosti  in  po 
njem, če je to bilo mogoče.
3.1 Priprava  filmov  na  osnovi  hitozana  z  dodanim  kostanjevim 
ekstraktom
Protokol priprave filmov na osnovi hitozana smo povzeli iz predhodne literature [2, 42]. 
Shema priprave filma je prikazana na sliki 6. Za pripravo filmov smo uporabili hitozan 
z visoko molekulsko maso (310-375 kDa) proizvajalca Sigma-Aldrich in ga raztopili v 
1 % (v/v) vodni raztopini mlečne kisline (≥85 %, Sigma-Aldrich) s koncentracijo 1,5 % 
(w/v) raztopljenega hitozana. Za obliko filma smo dodali še glicerol kot plastifikator v 
koncentraciji 30 % (w/w) glede na dodano maso hitozana. Raztopino smo pustili mešati 
na  magnetnem  mešalu  približno  24  ur  oziroma  dokler  se  ves  hitozan  ni  raztopil. 
Priporočljivo je, da se glicerol doda, ko je hitozan že povsem raztopljen, saj se ta hitreje 
raztoplja samo v vodni raztopini mlečne kisline. Preden smo v raztopino hitozana dodali 
kostanjev  ekstrakt,  smo  jo  vakuumsko  prefiltrirali  skozi  tri  sloje  medicinske  gaze. 
Kostanjev ekstrakt (Tanin, Sevnica) smo dodali v koncentracijah 0,1-1,0 % (w/v) glede 
na volumen raztopine hitozana, homogenizirali na mešalu Ultra-Turrax® in pustili stati 
24  ur,  da  so  se  iz  raztopine  izločili  mehurčki,  in  jih  nato  s  spatulo  odstranili. 
Pripravljeno raztopino smo vlili v petrijevke in sušili 48 ur na 40 °C pri 60-odstotni 
ventilaciji. V petrijevke kvadratnih dimenzij 12 x 12 cm smo vlili po 49 mL raztopine 
za zagotavljanje konstantne debeline filmov [40].
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Slika 6: Priprava hitozanovega filma z dodanim kostanjevim ekstraktom
V nadaljevanju  smo pripravljenim filmom dodelili  krajšave,  in  sicer  CH za film na 
osnovi  hitozana  in  CE  za  filme  z  dodanim  kostanjevim  ekstraktom  s  pripisom 
koncentracije dodanega ekstrakta.
3.2 Karakterizacija filmov
3.2.1 Vsebnost vode in topnost v vodi
Vsebnost vode smo gravimetrično določili s sušenjem vzorcev 24 ur pri 105  °C [23, 
40]. V viale smo zatehtali približno 50 mg filma, kar je predstavljalo začetno maso M1 





×100                                       (1)
Posušene filme v vialah smo nato 24 ur pustili namakati v 25 mL Milli-Q vode pri sobni 
temperaturi. Po namakanju smo filme prestavili v suhe viale in ponovno sušili 24 ur pri 





×100¿                                       (2)
3.2.2 Vsebnost polifenolov
Vsebnost  polifenolov  (TPC)  smo  določili  s  Folin-Ciocalteu-jevim  (FC)  reagentom, 
antioksidativne  lastnosti  pa  z  uporabo  metode  lovljenja  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
(DPPH) radikalov [40, 43].
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Za določanje vsebnosti polifenolov smo kot standard uporabili galno kislino (GAE) pri 
različnih koncentracijah. Za umeritveno krivuljo smo pripravili naslednje koncentracije 
50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 in 1,56 μg/mL GAE raztopine. V vialo smo zatehtali do 5 mg 
filma in dodali toliko vode, da je bila končna koncentracija 5 mg filma/mL H2O. Nato 
smo odpipetirali  10 vol% glede na volumen vode FC reagenta in 20 vol% glede na 
volumen vode 10 % (w/v) raztopine Na2CO3. Vialo smo dobro zaprli in premešali ter 
inkubirali  2  uri  na  sobni  temperaturi  v  temi.  Po  inkubaciji  smo  200  μL  raztopine 
odpipetirali  na  mikrotitrsko  ploščo. Absorbanco  vzorcev  smo  izmerili  s  čitalcem 
mikrotitrskih plošč Synergy™ 2 Multi-Detection (BioTek, Winooski, ZDA) pri 765 nm. 
Rezultate smo izračunali kot maso ekvivalenta galne kisline na maso vzorca [40, 44]. 
Vsebnost polifenolov smo določili filmom na začetku, spremembo po štirih tednih pri 
hranjenju v temi ter pri vsakem vzorčenju med testiranjem biorazgradljivosti.
3.2.3 Antimikrobne lastnosti
Antimikrobne lastnosti so bile izmerjene v sodelovanju s podjetjem Acies Bio. 
Antimikrobne  lastnosti  filmov  na  osnovi  hitozana  z  različnimi  koncentracijami 
kostanjevega ekstrakta so bile določene z metodo agarne difuzije na  Escherichia coli 
(gram-negativna  bakterija),  Bacillus  subtilis (gram-pozitivna  bakterija)  in 
Saccharomyces  cerevisiae (kvasovka  –  evkariota).  Suspenzija  kulture  (100  μL) 
testiranega mikroorganizma je  bila  dodana v agar  Luria-Bertani  (LB) za  bakterijske 
vrste  in  agar  Yest  Extract  Preoteose  Dextrone  (YEPD)  za  kvasovko.  Filme  brez 
dodanega ekstrakta in z dodanim ekstraktom so namestili na površino petrijevke in nato 
LB  agar  za  bakterije  in  YEPD  agar  za  kvasovko  prelili  čez  filme.  Petrijevke  z 
bakterijskima vrstama so inkubirali 24 ur pri 37 °C, s kvasovko pa 48 h pri 30 °C [42,  
45]. Po inkubaciji so izmerili cone inhibicije. Jasna cona inhibicije okoli filma (Slika 7, 
modre  črte)  kaže  na  antimikrobne  lastnosti  filma  na  osnovi  hitozana  z  dodanim 
ekstraktom. Izmerili so tudi dolžino delno jasnih con okoli filma (Slika 7, rdeče črte) 
kot delno inhibicijo, ki kaže na delno antimikrobno lastnost.
Slika 7: Jasna in delno jasna cona inhibicije
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3.2.4 FT-IR
Spektre  Fourerove Transformirane  infrardeče  spektroskopije  (FT-IR) smo posneli  za 
določanje spremembe v strukturi  filmov med testiranjem biorazgradnje [40]. Spektre 
smo filmom posneli pred začetkom testa in pri tedenskem vzorčenju. Analiza je bila 
opravljena  pri  sobni  temperaturi  pri  valovni  dolžini  od  4000  cm-1 do  400  cm-1 z 
resolucijo  1  cm-1 s  spektrometrom  Spectrum  Two  FT-IR  (PerkinElmer,  Waltham, 
ZDA).
3.2.5 Morfološke lastnosti filmov
Za določanje sprememb morfoloških lastnosti filmov pred biorazgradnjo in po njej so 
bili vzorci najprej slikani s kamero na telefonu. Za določanje natančnejše spremembe 
površin  smo nato  uporabili  še  optični  in  vrstični  elektronski  mikroskop  (SEM).  Za 
slikanje z  optičnim mikroskopom filmov ni  bilo  treba predhodno posebej  pripraviti. 
Uporabljen je bil optični mikroskop Levenhuk DTX 500 LCD (Levenhuk, ZDA). Za 
SEM analizo smo filme posušili  in jih namestili  na grafitni  trak. Slike SEM so bile 
posnete  na  Kemijskem inštitutu  z  uporabo elektronskega mikroskopa SUPRA 35VP 
(Carl Zeiss, Jena, Nemčija).
3.2.6 KPK filmov, hitozana in kostanjevega ekstrakta
Kemijska  potreba  po  kisiku  (KPK) je  analizna  metoda,  pri  kateri  določimo,  koliko 
kisika se porabi za popolno razgradnjo organskih snovi [46].  Vrednost KPK filmov je 
ključni  podatek  pri  pravilni  pripravi  testa  biorazgradljivosti  v  zaprtem respirometru 
(poglavje 3.3.1). V pripravljene 250-mililitrske erlenmajerice smo zatehtali približno po 
5 mg vzorca (filmi, kostanjev ekstrakt in hitozan) in dodali 10 mL deionizirane vode ter 
5 mL standardne raztopine kalijevega dikromata (K2Cr2O7). Erlenmajerice smo pritrdili 
na povratni hladilnik in odprli hladno vodo. Skozi odprti del povratnega hladilnika smo 
počasi dodajali 15 mL reagenta žveplove kisline (H2SO4/Ag2SO4) in raztopino segrevali 
2 uri pri rahlem vretju. Nato smo raztopino ohladili in sprali hladilnik z deionizirano 
vodo. Reakcijsko mešanico smo razredčili  na približno 75 mL, jo ohladili  in titrirali  
prebitek  K2Cr2O7 s  standardno  raztopino  železovega  amonijevega  sulfata  (FAS)  ob 
prisotnosti indikatorja ferroina (polovica kapalke).  Pri titraciji  smo kot končno točko 
vzeli prehod barve iz modrozelene do rdečkasto rjave. Na enak način smo pripravili tudi 




 ,                                                 (3)
kjer je A volumen FAS za slepi vzorec, B volumen FAS za vzorec, M molariteta FAS in 
V volumen vzorca [46]. KPK smo izmerili v dveh paralelkah.
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3.3 Testiranje biorazgradljivosti
Biorazgradnjo  filmov  na  osnovi  hitozana  smo  spremljali  na  tri  načine:  s  pomočjo 
respirometrične metode, v odprtem sistemu ter s simulacijo razgradnje v biološki čistilni 
napravi.
3.3.1 Respirometrična metoda 
Respirometrična metoda temelji na natančnem merjenju tlaka v zaprtih steklenicah pri 
konstantni  temperaturi.  Med  biorazgradnjo  mikroorganizmi  porabljajo  določeno 
količino kisika za razgradnjo organske snovi, pri čemer prihaja do padca tlaka. Hkrati se 
pri  procesu  proizvede  ogljikov  dioksid,  ki  se  pri  tej  metodi  adsorbira  na  peletke 
kalijevega  hidroksida  in  ne  vpliva  na  izmerjen  tlak.  Meritev  je  popolnoma 





∗[V tot−V 1V 1 +
α T m
T 0 ]∗∆ p(O2),                          (4)
pri čerem je R plinska konstanta (8,314 kPa mol-1 K-1), Tm je temperatura merjenja, T0 je 
273,15  K,  Vtot je  volumen  steklenice,  V1 je  volumen  raztopine, α  je  koeficient 
Bunsenove absorpcije (0,03103) in Δp (O2) delna sprememba tlaka kisika [47, 48].
Testiranje  biorazgradljivosti  filmov  na  osnovi  hitozana  smo  izvajali  s  pomočjo 
respirometričnega  merilnega  sistema  OxiTop® (Slika  8)  v  vodnem  okolju  in  po 
protokolu mednarodnega standarda ISO 9408 [36]. Pripravili smo medij, v katerem so 
se filmi razgrajevali. Medij je vseboval deionizirano vodo ter hranila. Hranila so bila že 
pripravljena in smo dodali 1% raztopine A (8,5 g/L KH2PO4; 21,75 g/L K2HPO4; 33,4 
g/L Na2HPO4 . 2H2O in 0,5 g/L NH4Cl) ter 0,1% raztopin B (22,5 g/L MgSO4 . 7H2O), C 
(27,5 g/L CaCl2) in D (0,25 g/L FeCl3 .  6H2O). Mediju smo dodali aktivno blato (30 
mg/L), ki je vir mikroorganizmov.
19
Tina Ročnik: Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom v 
vodnem okolju
Slika 8: Primer merilnega sistema OxiTop® [49]
Medij z aktivnim blatom smo po 365 mL razdelili v steklenice in dodali filme na osnovi 
hitozana  z  dodanim  kostanjevim  ekstraktom  v  različnih  koncentracijah,  v  plastičen 
zamašek z odprtinami smo dali dve peletki KOH, na kateri se je adsorbiral nastali CO2. 
Na koncu smo namestili  merilne glave OxiTop® za merjenje porabe kisika. Količine 
filmov  smo  dodajali  glede  na  njihov  KPK  (poglavje  3.2.6).  Prav  tako  smo  hkrati 
pripravili  slepi  vzorec,  v  katerega  nismo dodali  filmov.  Testirali  smo tudi  aktivnost 
mikroorganizmov s pomočjo referenčne snovi. Test smo pripravili enako, kot je opisano 
zgoraj;  namesto filmov smo mediju in aktivnemu blatu dodali  125 mg/L natrijevega 
acetata, ki je dobro razgradljiv, s čimer smo lahko ovrednotili aktivnost uporabljenih 
mikroorganizmov.
Prav tako smo vzporedno izvajali abiotski test – test brez prisotnih mikroorganizmov. 
Medij  za  abiotski  test  smo  pripravili,  kot  je  opisano  zgoraj,  vendar  smo  v  vodno 
raztopino namesto aktivnega blata dodali za mikroorganizme toksično snov – HgCl2 v 
koncentraciji 10 mL/L na volumen medija.
Poraba kisika pri biorazgradnji je lahko odvisna tudi od kemijske strukture vzorca, torej 
filmov na osnovi hitozana. Če imajo ti v strukturi dušik, se lahko kisik porablja tudi za 
nitrifikacijo,  pri  čemer  posledično  ne  bi  dobili  pravilnih  vrednosti  porabe  kisika  za 
proces biorazgradnje. Za preprečitev nitrifikacije smo v eno izmed paralelk dodali po 1 
mL aliltiosečnine (allylthiourea, ATU) kemikalije [50].
Ob  testiranju  biorazgradljivost  filmov  na  osnovi  hitozana  z  dodanim  kostanjevim 
ekstraktom  smo  testirali  tudi  biorazgradljivost  kostanjevega  ekstrakta  in  hitozana. 
Testiranje  je  potekalo  po  istem  postopku,  kot  je  opisano  zgoraj.  Testiranje 
biorazgradljivosti je potekalo 28 dni.
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Odstotek biorazgradnje vzorcev v vodnem okolju smo izračunali  glede na izmerjeno 
porabo kisika med testiranjem biorazgradljivosti in KPK-jem na 1 L vzorca po enačbi 5:
biorazgradnja (% )=
(BPK v−BPK s )∗2
KPK
∗100,                                 (5)
kjer je BPKv biokemijska poraba kisika vzorca, BPKs biokemijska poraba kisika slepega 
vzorca in KPK vzorca. Glede na uporabljen volumen raztopine smo morali vrednosti 
porabe kisika vzorca  in  slepega vzorca  pomnožiti  z  ustreznim faktorjev.  V primeru 
volumna 365 mL je faktor za množenje 2 [36].
3.3.2 Odprt sistem za testiranje biorazgradljivosti 
Steklenice OxiTop® med testiranjem biorazgradljivost nismo smeli odpirati, zato smo v 
ta  namen  pripravili  paralelke  vzorcev  v  navadne  steklene  steklenice  s  produšnim 
zamaškom (Slika 9). Za vzorčenje filmov na osnovi hitozana med testom in spremljanje 
sprememb  lastnosti  smo  uporabili  po  200  mL  pripravljene  vodne  raztopine,  ki  je 
vsebovala tudi deionizirano vodo, hranila in aktivno blato (opis v prejšnjem poglavju), 
in jo nalili  v steklenice  s produšnim zamaškom. V vsako smo dodali  po 5 koščkov 
stehtane  mase  filmov.  Prav  tako  smo  pripravili  tudi  slepi  in  referenčni  vzorec  ter 
abiotski  test  za  filme.  Med  testom  biorazgradljivosti  smo  morali  preverjati,  ali  se 
referenčni  vzorec  razgrajuje  tudi  v  steklenicah,  ki  so  namenjene  vzorčenju.  Z 
vzorčenjem po približno  10 mL filtrirane  vodne raztopine  slepemu in referenčnemu 
vzorcu na 3-4 dni smo z merjenjem celotnega organskega ogljika (TOC) preverili, ali 
mikroorganizmi razgrajujejo natrijev acetat, in s tem potrdili njihovo aktivnost.
                                      
Slika 9: Odprt sistem za testiranje biorazgradljivosti
Odstotek  biorazgradnje  referenčnega  vzorca  z  meritvami  TOC  smo  izračunali  po 
naslednji enačbi 6:
21




TOC ref , začetna−TOC slepa, začetna
)∗100,             (6)
kjer je TOCref,  začetna izmerjena vrednost na začetku eksperimenta za referenčni vzorec, 
TOCslepa, začetna za slepi vzorec na začetku, TOCref vzorčena vrednost za referenčni vzorec 
in TOCslepa za slepo paralelko med eksperimentom [36].
Test je potekal 28 dni. Filme na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom v 
različnih koncentracijah smo vzorčili enkrat tedensko.
3.3.3 Simulacija biološke čistilne naprave
S simulacijo biološke čistilne naprave (BČN) smo želeli ovrednotiti, kako bi se material 
obnašal, če bi ta prišel v kanalizacijo in posledično v čistilno napravo. Sestava vode v 
BČN se lahko z letnim obdobjem spreminja, saj je pomešana s komunalno in meteorno 
vodo.  Njeni  sestavi  smo  se  želeli  čim  bolj  približati,  zato  smo  pripravili  umetno 
odpadno vodo.  Eni  izmed dveh paralelk  smo v deionizirano vodo dodali  160 mg/L 
peptona, 1 mL hranil (30 g/L sečnina, 28 g/L K2HPO4, 7 g/L NaCl, 2 g/LMgSO4 . 7H2O) 
in  1  mL  CaCl2 (4  g/L).  Za  primerjavo  smo  pri  drugi  paralelki  uporabili  samo 
deionizirano  vodo.  V  vodni  medij  smo  dodali  tudi  občutno  višjo  koncentracijo 
aktivnega blata  (3 g/L)  kot  pri  respirometrični  metodi  in  odprtem sistemu testiranja 
biorazgradljivosti.  V  pripravljen  medij  smo  dodali  po  6  koščkov  filma  na  osnovi 
hitozana, čaše postavili na magnetno mešalo in jih ves čas eksperimenta prepihovali z 
zrakom (Slika 10).
Slika 10: Simulacija biološke čistilne naprave
Testiranje biorazgradljivosti v BČN je trajalo 8 ur. Filme smo vzorčili 5-krat, in sicer po 
1, 2, 4, 6 in 8 urah vzdrževanega procesa v BČN.
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4 Rezultati in razprava
Vse več je študij o iskanju alternativnih materialov za embalažo za hrano, kakršni so na 
primer biopolimernih materialov. Čeprav je osnovni gradnik biopolimernega materiala 
biorazgradljiv, ni nujno, da je biorazgradljiv tudi v kombinaciji z drugimi potrebnimi 
materiali  za formacijo filma. Zanimalo nas je,  ali  bi filme na osnovi hitozana lahko 
uporabili kot material za embalažo in ali so hkrati biorazgradljivi v vodnem okolju. V 
eksperimentalnem delu magistrske naloge smo ovrednotili biorazgradljivost filmov na 
osnovi hitozana z dodatkom ekstrakta z respirometrično metodo, v odprtem sistemu in s 
simulacijo biološke čistilne naprave.
Pripravili  smo  filme  na  osnovi  hitozana  z  dodatkom  kostanjevega  ekstrakta.  Pred 
razgradnjo smo določili vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti, vsebnost vode 
in topnost v vodi, opravili analizo FT-IR in SEM. Po opravljenih testih smo z enakimi 
metodami opredelili biološko razgradljivost biopolimernega materiala.
4.1 Karakterizacija filmov pred biorazgradnjo v vodnem okolju
Za  lažjo  preglednost  legend  smo  filmom  iz  čistega  hitozana  pripisali  kratico  CH, 
filmom z dodanim kostanjevim ekstraktom pa CE s pripisom koncentracije (CE 0,1 %, 
CE 0,5 %, CE 1,0 %).
4.1.1 Vsebnost vode in topnost v vodi
Vsebnost  vode  in  topnost  v  vodi  smo  določili  pred  vsakim  začetkom  testiranja 
biorazgradljivosti. Za vsak poskus smo pripravili nove filme, zato je v vsebnosti vode in 
topnosti prihajalo do rahlih sprememb.
Vsi rezultati za vsebnost vode si sledijo v naslednjem trendu: film iz čistega hitozana 
vsebuje  največ  vode,  z  višanjem  koncentracije  dodanega  kostanjevega  ekstrakta  se 
vsebnost vode zmanjšuje, kot je prikazano na sliki 11.
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Slika 11: Vsebnost vode v filmih na osnovi hitozana
Pred začetkom testa biorazgradljivosti smo preverili topnost filmov na osnovi hitozana 
v vodi v 24 urah. Topnost v vodi filma iz hitozana je bila 20,2 %, nato se topnost v vodi 
z dodajanjem kostanjevega ekstrakta k hitozanu zvišuje do 27,1 % za film z dodanim 
ekstraktom v koncentraciji 1,0 % (Slika 12). Vidimo, da filmi v vodi niso popolnoma 
topni, vendar lahko pride do približno 20 odstotkov izgube mase.
Slika 12: Topnost filmov na osnovi hitozana
4.1.2 Vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti
V času testiranja biorazgradljivosti  filmov na osnovi hitozana smo preverili  vsebnost 
polifenolov  tudi  filmom,  ki  niso  bili  del  testiranja  biorazgradljivosti.  Želeli  smo 
preveriti, ali se vsebnost polifenolov skozi čas spreminja. Za čas meritev so bili filmi 
hranjeni pi sobnih pogojih v temi. Slika 13 prikazuje spremembe vsebnosti polifenolov. 
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Opazimo, da med meritvami za posamezen film prihaja do manjših sprememb, vendar 
vsebnost ostaja ves čas približno enaka. Vsebnost polifenolov se občutno spremeni z 
dodajanjem  kostanjevega  ekstrakta.  Višja  kot  je  koncentracija  ekstrakta,  večja  je 
vsebnost polifenolov v filmih. Film brez ekstrakta vsebuje približno 0,3 mgGAE/g filma, 
medtem ko film CE 1,0 % 8,6 mgGAE/g filma.
Slika 13: Sprememba vsebnosti polifenolov v filmih na osnovi hitozana skozi čas
Kot  je  razvidno  iz  slike  13,  se  vsebnost  polifenolov  z  dodajanjem  kostanjevega 
ekstrakta zvišuje. Podobne rezultate so dobili tudi v drugih študijah [40, 42], kjer so 
hkrati  določili  antioksidativne  lastnosti  filmov  na  osnovi  hitozana  in  z  dodatkom 
hrastovega ekstrakta. V literaturi navajajo podobne lastnosti hrastovega in kostanjevega 
ekstrakta [24], zato smo rezultate lahko povzeli.  Antioksidativne lastnosti so izmerili 
enkrat, saj so prav tako pokazali, da se vsebnost polifenolov skozi 4 tedne ne spreminja, 
ti  pa  so  razlog  za  antioksidativnost  [40].  Pokazali  so,  da  imajo  filmi  z  dodatkom 
hrastovega ekstrakta večjo sposobnost inhibicije DPPH-radikalov in tako imajo večjo 
sposobnost antioksidativnosti (Tabela 2) [40], kar se ujema z našimi rezultati o večji 
vsebnosti polifenolov z dodajanjem kostanjevega ekstrakta.
Tabela 2: Antioksidativna aktivnost filmov iz hitozana in z dodanim ekstraktom [40]
Film
Inhibicija prostih radikalov 
(%)
Hitozan 11 ± 2
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4.1.3 Antimikrobne lastnosti
V tabeli 3 so predstavljeni rezultati meritev antimikrobnih lastnosti filmov na osnovi 
hitozana. Opazimo, da film iz hitozana brez ekstrakta nima antimikrobnega delovanja 
na bakteriji  E. coli in  B. subtilis ter kvasovke S. cerevisiae. Antimikrobne lastnosti se 
pri  filmu CE 0,1 % izboljšujejo,  vendar  se  inhibicija  pokaže  samo na bakterijah.  Z 
nadaljnjim višanjem koncentracije  kostanjevega  ekstrakta  se  filmu močno izboljšajo 
antimikrobne lastnosti, saj je dolžina delne cone inhibicije pri bakterijah do skoraj 18 
mm. Filmi na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom ali brez njega niso 
vplivali na kvasovke S. cerevisiae.











0 0,0 0,0 -
0,1 0,0 2,5 +
0,5 0,8 2,5 +
1,0 3,5 17,8 +
B. subtilis
0 0,0 0,0 -
0,1 0,0 1,9 +
0,5 1,8 7,5 +
1 5,1 15,5 +
S. cerevisiae
0 0,0 0,0 -
0,1 0,0 0,0 -
0,5 0,0 0,0 -
1,0 0,0 0,0 -
Slika 14 prikazuje cone inhibicije za filme na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim 
ekstraktom in brez njega za bakteriji, na kateri film deluje antimikrobno [45].
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Slika 14: Cone inhibicije filmov na osnovi hitozana na bakteriji E. coli in B. subtilis 
[45]
4.2 Določanje biorazgradljivosti z respirometrično metodo
4.2.1 Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana
Slika 15 predstavlja biorazgradnjo filmov na osnovi hitozana. Referenčna snov se je 
hitro razgradila  (Slika 15A), njena razgradnja je dosegla 90 odstotkov, s čimer smo 
potrdili  aktivnost  mikroorganizmov  in  njihovo  sposobnost  razgrajevanja  organske 
snovi.
Grafi  na  sliki  15B  –  15E  predstavljajo  biorazgradnjo  filmov  na  osnovi  hitozana  z 
dodanim kostanjevim ekstraktom in brez njega. Na vseh grafih je dobro vidna lag faza 
(približno  en  dan),  pri  kateri  se  mikroorganizmi  prilagajajo  na  novo  okolje.  Po 
enodnevni lag fazi biorazgradnja filmov poteka približno en teden, pri čemer se doseže 
maksimum, in sicer 35-odstotna biorazgradnja za vse filme. Do konca testa se ohranja 
stacionarno stanje oziroma se odstotek biorazgradnje rahlo znižuje, predvidevamo, da 
zaradi odmiranja biomase.
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Slika 15: Biorazgradnja filmov na osnovi hitozana
Predvidevamo, da je vzrok za nizek odstotek biorazgradnje dodatek plastifikatorja, ki 
premočno zamreži hitozan v filmu, tako da organske molekule mikroorganizmom niso 
dobro  dostopne.  Sam  hitozan  nima  posebnih  antimikrobnih  lastnosti  (Tabela  3), 
antimikrobne lastnosti se pokažejo samo pri dodatku ekstrakta. Toda iz grafov na sliki 
15  je  razvidno,  da  do  zaviranja  biorazgradnje  ni  prišlo  zaradi  inhibicije 
mikroorganizmov, ker je maksimalna stopnja in hitrost biorazgradnje primerljiva za vse 
filme.
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4.2.2 Testiranje biorazgradljivosti ekstrakta in hitozana
Da lahko ovrednotimo biorazgradljivost  glavnih  kompotent  (t.j.  hitozana  v prahu in 
kostanjevega ekstrakta), smo ločeno testirali njihovo razgradljivost. Testirali smo tudi 
njihovo abiotsko razgradnjo brez prisotnih mikroorganizmov.
Slika 16 predstavlja biorazgradnjo referenčne snovi, kostanjevega ekstrakta ter hitozana. 
Referenčna snov se je hitro razgradila do 90 odstotkov, s čimer smo potrdili aktivnost 
mikroorganizmov in njihovo sposobnost razgrajevanja organske snovi (Slika 16A). Na 
grafu 16B opazimo, da se tudi kostanjev ekstrakt razgrajuje do 38 odstotkov. Ampak pri 
abiotskem testu je razgradnja dosegla podoben nivo, zato ne moremo potrditi,  da je 
razgradnja kostanjevega ekstrakta posledica delovanja mikroorganizmov. 
Iz rezultatov testa biorazgradljivosti opazimo, da je hitozan v prahu razgradljiv do 35 
odstotkov (Slika 16C), kar je primerljivo z rezultati testiranja filmov na osnovi hitozana 
(Slika 15B).  Abiotska razgradnja ni potekala,  zato lahko sklepamo,  da je razgradnja 
hitozana v vodnem okolju posledica delovanja mikroorganizmov.
Slika 16: Biorazgradnja kostanjevega ekstrakta in hitozana
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V literaturi sicer navajajo, da je hitozan z nizko, srednjo in visoko molekolsko maso ter 
v  mikrokristalni  strukturi  biorazgradljiv  v  vodnem  okolju  z  aktivnim  blatom. 
Eksperimente so izvajali tudi pri različnih temperaturah in ugotovili,  da se hitozan z 
različnimi  lastnostmi  najhitreje  razgrajuje  pri  36  °C,  vendar  je  stopnja  popolne 
razgradnje dosežena šele po petih tednih [51, 52].
4.3 Določanje biorazgradljivosti v odprtem sistemu
Pri testiranju biorazgradljivosti v zaprtem respirometru smo vzporedno izvajali še test v 
odprtem sistemu, da bi preverili lastnosti filmov na osnovi hitozana med biorazgradnjo. 
Pripravili smo tudi test z referenčno snovjo, da bi preverili aktivnost mikroorganizmov 
v testu.
Biorazgradljivost referenčne snovi smo preverili dvakrat in po 9 dnevih je že bila 100-
odstotna,  zato  s  testom  nismo  nadaljevali.  S  tem  smo  potrdili  visoko  aktivnost 
mikroorganzmov  in  njihovo  sposobnost  za  razgradnjo  organskih  snovi  v  odprtem 
sistemu. 
4.3.1 Morfološke lastnosti filmov
Na  sliki  17  lahko  nazorno  opazimo  spreminjanje  oblike  filmov  med  testom 
biorazgradljivosti. Vzorci so bili vzorčeni enkrat na teden v skupnem času trajanja testa 
štiri tedne. Pri vzorcih CH in CE 0,1 % se najlepše opazi spreminjanje oblike filmov. Že 
po prvem tednu testiranja filma v začetni folijasti obliki ni mogoče videti.  Znatno se 
poveča  količina  biomase  v  nitasti  obliki,  ki  se  tvori  na  gladini  steklenice,  kar  je 
posledica njene prirasti in spreminjanje oblike filma. Biomasa se do konca eksperimenta 
skepi.  Glede  na  rezultate  testa  biorazgradljivosti  v  zaprtem  respirometru  se  filmi 
razgradijo  do  približno  35  odstotkov,  torej  ne  moremo  reči,  da  je  material 
biorazgradljiv, ampak se pod določenimi pogoji morfološko spremeni. Sklepamo lahko, 
da se je v vodni raztopini tudi delno raztopil. Pri vzorcih CE 0,5 % in CE 1,0 % se 
morfološka sprememba ne opazi, vendar vseeno pride do manjšega prirasta biomase, ki 
se skepi do konca testiranje biorazgradljivosti.  Vzorci CE 0,5 % in CE 1,0 % so po 
četrtem tednu poskusa še vedno v obliki začetnega filma, vendar je njihova površina 
veliko bolj krhka, kot je bila na začetku.
30
Tina Ročnik: Testiranje biorazgradljivosti filmov na osnovi hitozana z dodanim kostanjevim ekstraktom v 
vodnem okolju
Slika 17: Spreminjanje oblike vzorcev med testiranjem biorazgradljivosti filmov na 
osnovi hitozana s kostanjevim ekstraktom
Slika 18 predstavlja morfološke spremembe filma v času abiotskega testa. Iz slike 18 je 
razvidno, da se struktura in oblika filmov v štirih tednih ne spremenita, razen rahlega 
mehanskega razpadanja pri vzorcih CE 0,5 % in 1,0 % zaradi večje krhkosti in udarcev 
magnetnega mešala.
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Slika 18: Spreminjanje oblike vzorcev med abiotskim testom filmov na osnovi hitozana 
s kostanjevim ekstraktom
Čeprav  je  respirometrična  metoda  pokazala,  da  filmi  niso  biorazgradljivi,  lahko  iz 
primerjave slik 17 in 18 sklepamo, da mikroorganizmi iz aktivnega blata prispevajo k 
morfološki  spremembi  filma,  vendar  bi  to  težko  definirali  kot  biorazgradljivost 
materiala, saj so ti po štirih tednih vseeno opazni v testu.
Na sliki 19 so vzorci posneti z optičnim mikroskopom za lažje opazovanje spremembe 
oblike filma. Kot je že razvidno iz slike 17, sta se vzorca CH in CE 0,1 % po prvem 
tednu  testiranja  biorazgradljivosti  spremenila  iz  filmske  oblike  do  bolj  raztopljene 
sluzaste oblike in takšna ostala do konca testa. Za vzorca CE 0,5 % in CE 1,0 % ni 
opaznih razlik v strukturi.
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Slika 19: Vzorci, posneti z optičnim mikroskopom
Slika 20 prikazuje primerjavo posnetkov SEM za vzorca CE 0,5 % in CE 1,0 %. Na 
filmih,  posnetih  po  14  dneh  testiranja  biorazgradljivosti,  je  opazna  razbrazdana  in 
spremenjena  površina,  kar  nakazuje  na  začetek  razgradnje  oziroma na  spreminjanje 
strukture.
Slika 20: Posnetki SEM: A in B vzorca CE 0,5 % ter C in D vzorca CE 1,0 % pred 
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4.3.2 Vsebnost vode
Na  sliki  21  je  prikazana  primerjava  spremembe  vsebnosti  vode  med  testiranjem 
biorazgradljivosti  z  aktivnim  blatom  in  abiotskim  testom.  Pri  testiranju 
biorazgradljivosti vzorca CH in CE 0,1 % po drugem tednu ni bilo več mogoče vzorčiti,  
zato teh vrednosti  nismo mogli  določiti.  Iz obeh grafov je  razvidno,  da se  filmi  po 
prvem tednu testiranja nasičijo z vodo in tako ostane vse do konca testa. Vsebnost vode 
je najvišja pri filmu na osnovi hitozana, z višanjem dodane koncentracije kostanjevega 
ekstrakta se vsebnost vode niža pri obeh testih. Najnižja vsebnost vode je pri filmu CE 
1,0 % (Slika 11) , prav tako ta vzorec doseže najnižjo nasičenost vode med testoma.
 
Slika 21: Vsebnost vode med testiranjem biorazgradljivosti in abiotskim testom (A – 
test z aktivnim blatom, B – abiotski test)
4.3.3 Vsebnost polifenolov
Med samim testiranjem biorazgradljivosti in abiotskim testom smo v vsakem tednu na 
vzorčenih filmih izmerili vsebnost polifenolov. Na sliki 22A je prikazana sprememba v 
TPC med testiranjem biorazgradljivosti.  Opazimo,  da  se TPC po prvem tednu testa 
drastično zniža in ostaja na nizki ravni vse do zaključka testa. Za vzorec CE 1,0 % se 
TPC najizraziteje spremeni, in sicer z 8,5 na 1,5 mgGAE/g filma. Za vzorca CH in CE 0,1 
% se TPC rahlo zviša zaradi prisotnosti mikroorganizmov, saj vzorca nista imela več 
oblike filma, ampak novo nastalo obliko s prisotnimi mikroorganizmi (Slika 19).
Slika 22B predstavlja vsebnost polifenolov med abiotskim testom. Podobno kot na sliki 
22A,  se  je  TPC  precej  znižala,  ampak  se  med  vzorci  opazi  razlika  do  kakšne 
koncentracije. Vsebnost polifenolov za CE 1,0 % se je znižala na 2,2 mgGAE/g filma, za 
CE 0,5 % na 1,2 mgGAE/g filma , za vzorca CE 0,1 % in CH pa pod 1 mgGAE/g filma.
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Slika 22: Vsebnost polifenolov med testiranjem biorazgradljivosti (A) in abiotskim 
testom (B)
Pri vseh eksperimentih se pojavlja enak trend, pri katerem vsebnost polifenolov pada pri 
razgradnji  v  vodnem  okolju.  Ker  filmi  in  prav  tako  kostanjev  ekstrakt  nisi 
biorazgradljivi, lahko iz primerjave slike 22A in 22B sklepamo, da so polifenoli v vodi 
topni in se biološko ne razgrajujejo. Višja vsebnost polifenolov pri filmu CE 1,0 % na 
sliki 22B ostaja, zaradi večjega deleža ekstrakta in boljše zamreženosti s hitozanom.
4.3.4 FT-IR
FT-IR  spektre  smo  posneli  filmom  na  osnovi  hitozana  z  dodanim  kostanjevim 
ekstraktom v različnih koncentracijah pri sobni temperaturi v razponu od 4000 cm-1 do 
400 cm-1. Z analizo FT-IR smo želeli preveriti strukturne spremembe ob tvorjenju filma 
in med testiranjem biorazgradljivosti.
 Kostanjev ekstrakt
Analiza FT-IR spektra od 3500 do 3100 cm-1 prikazuje vsoto raztezanja –OH skupin, ki 
lahko izhajajo iz različnih kemijskih okolij,  kar je značilno za polifenolne ekstrakte. 
Običajno imajo polifenolni ekstrakti v tej regiji vibracijske pasove, podobne kislinam; 
vendar gre za vsoto različnih –OH skupin. V območju 2932–2925 cm-1 lahko opazimo 
vibracije CH, CH2 in CH3 skupin, ki izhajajo iz ogljikovih hidratov in sladkorjev. V 
območju  med  1722 in  1702 cm-1 je  razvidno  raztezanje  C=O estrov  hidrolizabilnih 
taninov, zlasti derivatov galne kisline. To območje lahko predstavlja glavni odsek pri 
razlikovanju hidrolizabilnih taninov od kondenziranih taninov, ker slednji ne vsebujejo 
karbonila v naravnih pogojih. Druga območja raztezanja vezi, ki jih je mogoče zlahka 
identificirati, so C=C–C aromatske in C–O vezi. Raztezanje aromatske vezi C=C–C se 
pojavi v območju 1611–1444 cm-1 in C–O vezi pri 1368–1157 cm-1 in 1031–1023 cm-1. 
Območja med 1134–1068 cm-1  in 923–720 cm-1 avtorji opisujejo kot deformacijo C–H 
vezi v ravnini in izven nje [53].
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 Hitozan in hitozanovi filmi
Območju  med  3600  in  3200  cm-1 ustreza  vibracija  vezi  O–H  in  N–H,  majhen 
absorpcijski vrh okoli 2920–2870 cm-1 ustreza raztezanju (sprememba dolžine vezi) C–
H vezi, absorpcijski vrh pri 1650 cm-1 ustreza raztezanju C=O vezi (amid I), pri 1560 
cm-1  ustreza upogibanju (sprememba kota med dvema vezema) N–H vezi (amid II), pri 
1375 cm-1 raztezanje C–N vezi (amid III) in pri 1060 cm-1 raztezanje C–O vezi [54, 55].
Sliki  23  in  24  predstavljata  primerjavo  spektrov  FT-IR  filmov  na  začetku  in  med 
testiranjem biorazgradljivosti za filma CH in CE 1,0 %. Na sliki 23 sta spektra CH filma 
na začetku in po prvem tednu testiranja biorazgradljivosti, kasneje filma ni bilo mogoče 
več vzorčiti. Že na prvi pogled je razvidno, da se je struktura filma porušila in v spektru 
CH vzorca po prvem tednu testiranja biorazgradljivosti ostaneta samo pika pri 3260 cm-
1 (O–H vibracija vezi) in 1637 cm-1 (raztezanje C=O vezi).
Slika 23: FT-IR spektra filma na osnovi hitozana
Na sliki 24 je primerjava spektrov za film CE 1,0 %. Prvi FT-IR spekter je spekter 
začetnega filma, drugi in tretji spekter predstavljata spektra filma po drugem in četrtem 
tednu testiranja biorazgraljivosti. Opazna sprememba so piki pri valovni dolžini 1722 
cm-1, ki ustreza raztezanju C=O estrov hidrolizabilnih taninov in je značilna za taninske 
ekstrakte  ali  derivate  galne  kisline,  1637  cm-1,  kar  odgovarja  raztezanju  C=O vezi, 
sprememba pri 1572 cm-1 ustreza ukrivljanju N-H vezi, 1375 cm-1 predstavlja raztezanje 
C-N vezi in 1030 cm-1 ustreza vibracijam raztezanja vezi C-O.
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Slika 24: FT-IR spektri filma z dodanim kostanjevim ekstraktom
Iz  obeh  slik  in  spektrov  za  filma  CH  in  CE  1,0  %  lahko  predpostavimo,  da  se 
spremembe pojavijo predvsem na vezeh O-H, C-H, C=O, N-H, C-N in C-O.
4.4 Določanje biorazgradljivosti s simulacijo biološke čistilne naprave
Biorazgradljivost  filmov  na  osnovi  hitozana  z  dodanim  kostanjevim  ekstraktov  v 
biološki čistilni napravi smo ovrednotili samo slikovno. Slika 25 predstavlja primerjavo 
vzorčenih vzorcev med simulacijo biološkega čiščenja v umetni odpadni vodi. Razlike 
med uporabo umetne odpadne vode in deionizirane vode ni bilo mogoče opaziti. Iz slike 
25  je  razvidno,  da  filmi  na  osnovi  hitozana  v  BČN  niso  spreminjali  oblike  in 
morfoloških  lastnosti.  Zaključimo  lahko,  da  višja  koncentracija  aktivnega  blata  ni 
vplivala na biorazgradljivost materiala in bi se ta v BČN nakopičil kot trdni odpadek.
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Slika 25: Spreminjanje oblike vzorcev med simulacijo biološke čistilne napreve
4.5 Mehanizem biorazgradnje filmov na osnovi hitozana
Iz slike 5 lahko povzamemo predlagani  mehanizem razpada hitozana.  Sprememba v 
vezi C=O lahko predstavlja nepopolnoma deacetiliran hitozan, torej spremembo stopnje 
deacetilacije v času testiranja biorazgradnje. Spremembo v vezi C-O lahko pripišemo 
razpadu hitozana na manjše enote. Prav tako so opazne spremembe pri amino, amido in 
karboksilnih skupinah, kar lahko nakazuje na njihov razpad [39, 40].
Vendar  iz  spektrov  FT-IR  ni  mogoče  določiti  celotnega  mehanizma  razgradnje,  še 
posebej, ker ni prišlo do popolne razgradnje materiala.
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5 Zaključek
V  sklopu  magistrskega  dela  smo  testirali  filme  na  osnovi  hitozana  z  dodanim 
kostanjevim ekstraktom in brez njega kot potencialno uporaben material  za pripravo 
biorazgradljive embalaže.  Primeren material  za embalažo mora imeti  določene dobre 
lastnosti  za  zaščito  hrane,  kot  so  optične  lastnosti,  antioksidativne  in  antimikrobne 
lastnosti. Podatki v literaturi kažejo, da bi lahko filmi z ekstraktom hrano varovali pred 
UV-svetlobo, saj do valovne dolžine 340 nm prepustijo manj kot 1 odstotek svetlobe 
[35,  38,  40].  Z  višanjem koncentracije  ekstrakta  se  antioksidativne  in  antimikrobne 
lastnosti  filma  izboljšujejo.  Film  z  dodanim  1-odstotnim  kostanjevim  ekstraktom 
inhibira  rast  E.  coli  in  B.  subtilis bakterij.  Iz  dobrih  dobljenih  rezultatov  lahko 
sklepamo, da bi filme lahko uporabili kot embalažo za hrano.
Da bi se izognili kopičenju odpadkov, je cilj današnjih raziskav uporabiti embalažo, ki 
se po uporabi razgradi.  Kljub ozaveščenemu ravnanju z odpadki se veliko embalaže 
(ne)posredno pojavi v vodnih ekosistemih, zaradi česar je smiselno razviti material, ki je 
v takšnih sistemih biorazgradljiv. Zato je bil glavni del magistrske naloge ovrednotiti 
biorazgradljivosti  takšnih filmov v vodnem okolju.  S testiranjem biorazgradljivosti  v 
zaprtem respirometru, v odprtem sistemu in s simulacijo biološke čistilne naprave smo 
preučevali,  kako  se  filmi  na  osnovi  hitozana  z  dodanim  ekstraktom  in  brez  njega 
razgrajujejo  v  simuliranem  naravnem  vodnem okolju.  Razgradljivost  materiala  smo 
določili  glede  na  spremembo  tlaka  v  zaprtem  sistemu  ter  glede  na  spremembo  v 
vsebnosti  polifenolov,  spremembo v izgledu filmov in  analizo  FT-IR pri  vzorcih  iz 
odprtega sistema.
Filmi z dodanim ekstraktom in brez njega so se razgradili do 35-odstotno, kar pomeni,  
da filmi na osnovi hitozana v vodnem okolju niso biorazgradljivi. Kljub temu se opazi, 
da se je v času testiranja struktura filmov CH in CE 0,1 % bistveno spremenila. Da 
mikroorganizmi  iz  aktivnega  blata  prispevajo  k  spremembi  strukture  filmov,  smo 
potrdili  z abiotskim testom, pri čemer so filmi vse čas trajanja  testa ostali  v začetni 
obliki.  Hkrati  smo  testirali  še  biorazgradljivost  hitozana  v  prahu  in  kostanjevega 
ekstrakta kot glavna gradnika filmov in prav tako dobili rezultate, ki so pokazali, da v 
testiranem vodnem okolju nista biorazgradljiva.
Z nadaljnjim določevanjem sprememb v lastnostih filmov je najopaznejša razlika pri 
vsebnosti polifenolov, saj se vsebnost med testiranjem biorazgradljivosti zmanjša že v 
prvem tednu in nato ostane konstantna do zaključka. Pri abiotskem testu sprememba ni 
tako  intenzivna,  čeprav  je  končna  vsebnost  za  približno  75  odstotkov  nižja  kot  na 
začetku.
S  spektri  FT-IR  smo  okarakterizirali  spremembe  v  vezeh  med  testiranjem 
biorazgradljivosti.  Iz analize je razvidno, da so se spremembe pojavile  predvsem na 
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vezeh O-H, C-H, C=O, N-H, C-N in C-O. Po pregledu literature lahko sklepamo, da je 
prišlo do depolimerizacije, deacetilizacije, razpada hitozana na oligomere in možnega 
cepljenja amino, amido in karboksilnih skupin [39, 40]. Vendar je iz spektrov FT-IR 
težko napovedati natančen potek spreminjanje strukture.
Delovni hipotezi sta bili, da so filmi na osnovi hitozana v vodnem okolju biorazgradljivi 
in da vsebnost naravnega ekstrakta upočasnjuje oziroma zavira naravno biorazgradnjo 
filma v vodnem okolju. Prvo hipotezo nismo potrdili, saj filmi v vodnem okolju in v 
biološki čistilni napravi niso biorazgradljivi. Prav tako ne moremo potrditi tudi druge 
hipoteze. Vsi filmi na osnovi hitozana z dodatkom kostanjevega ekstrakta in brez njega 
so dosegli približno enako vrednost, torej lahko zaključimo, da dodatek ekstrakta ne 
vpliva na biorazgradljivost materiala.
Iz rezultatov magistrskega dela lahko zaključimo,  da embalaža na osnovi hitozana z 
dodanim ekstraktom ni biorazgradljiva, in če bi se pojavila v vodnem okolju, bi se tam 
verjetno tudi akumulirala.  Zato je zelo pomembno, da pri  razvoju novih embalažnih 
materialov  še  dodatno  testiramo  njihovo  biorazgradljivosti  v  različnih  okoljih  ter 
objavimo smernice o ravnanju s tem materialom po uporabi.
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